Влияние замен Met104Leu, Met156Leu, M209Leu на окислительную стабильность, каталитические свойства и температурную стабильность оксидазы D‑аминокислот из дрожжей Trigonopsis variabilis
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Оксидаза D‑аминокислот (DAAO, КФ 1.4.3.3) обладает абсолютной стереоспецифичностью к D-аминокислотам, катализируя их окисление в соответствующие α‑кетокислоты. Данный фермент выполняет важные физиологические функции в живых организмов и находит широкое применение в биотехнологии. Он используется в тонком органическом синтезе оптически-активных соединений, получении α‑кетокислот, неприродных L-аминокислот и окислении цефалоспорина С. Среди изученных оксидаз D‑аминокислот наилучшими свойствами обладает фермент из дрожжей Trigonopsis variabilis (TvDAAO). Однако для эффективного практического применения необходимо проводить оптимизацию свойств природного фермента под цели и задачи конкретного биотехнологического процесса.
Наиболее важными свойствами для применения ферментов в биотехнологии является их операционная и температурная стабильности. Операционная стабильность определяет стабильность фермента в ходе проведения процесса и в случае оксидазы D-аминокислот основной причиной инактивации фермента на практике является окисление остатков метионина или цистеина, то есть операционная стабильность определяется окислительной стабильностью
Лейцин является наиболее структурно близкой к метионину аминокислотой, устойчивой к действию окислителей, поэтому в данной работе были произведены замены остатков метионина на остатки лейцина с помощью направленного мутагенеза.
В ходе работы были получены плазмиды с мутациями в гене tvdaao, проведена экспрессия в клетках E.coli, выделение, получение мутантных TvDAAO в высокоочищенном виде и изучение их свойств. В докладе будет рассмотрено влияние замен Met104Leu, Met156Leu и Met209Leu на окислительную стабильность, каталитические свойства и  температурную стабильность TvDAAO.
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